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不溶性グルカンは， Stre.ρtococcus (S.) mutans などのレンサ球菌により産生され，おもにグルカンの不溶性に関与
する α 1. 3グルコシド結合と，同菌の付着性に関与する α-1. 6グルコシド結合した重合体であり，甑触の重要な因子で
あると考えられている。ところで，この α 1. 6グルコシド結合を特異的に分解するデキストラナーゼを飼料や飲料水に
添加することにより ， S. mutans の平滑面への付着を阻害し，実験的に麟触を抑制することが報告されている。そこで，
口腔内常在菌からデキストラナーゼを持続分泌することができれば S. mutans の歯面への付着が阻害でき，さらには
麟蝕を抑制する可能性が推察される。
本実験は，その基礎的な研究として口腔内常在菌のうちデキストラナーゼ産生能を有するS. salivarius に着目し，そ
のデキストラナーゼ産生能の詳細を明らかにするため S. salivarius のデキストラナーゼ遺伝子のクローニングおよび
塩基配列を決定しその解析を行った。
【方法ならびに成績】
菌株保存施設より S. salivarius10株を選択し，デキストナラーゼ、活'性の検討を行った。その結果 S. salivarius10株の
デキストラナーゼ産生能は菌株によりまちまちであり，本実験では特に活性の強い M-33株を用いてデキストラナー
ゼ遺伝子の解析を行うことにした。次に S. salivarius M -33株から genomic DNA を抽出し，種々の制限酵素により切
断を行い，これを同酵素にて切断を行ったプラスミドベクター pUC18を用いて遺伝子ライブラリーを作成した。この
ライブラリーをアンピシリンおよび0.2% ブ令ルーデキストランを含む寒天培地に接種し，透明な脱色帯(ハロー)を指
標としてデキストラナーゼ産生株をスクリーニングした結果， KPn 1 インサートをもっプレートにデキストラナーゼ
産生株を認めた。この株よりプラスミド DNA を調製した結果，デキストラナーゼ遺伝子は4.3kb DNA プラグメント
に含まれていることがわかった。このフラグメントを各種制限酵素にて消化し，マッピングを行った。そして， pUC18 
ベクターへサプクローニングを行い，デキストラナーゼ、活'性を調べたところ ，K，ρn I-Ssρ13.1 kb フラグメントには
デキストラナーゼ活性が認められたが， KPn I-Hind 1111.7 kb フラグメントには認められなかった。このことから塩
基配列の決定は，デキストラナーゼ遺伝子を含む Kþn I-S5.ρI フラグメントを用いて行った o Sanger らのジデオキシ
法により塩基配列を決定した結果，開始コドン392 bp，ストップコドン2 ， 861 bp に位置する長さ 2 ， 478 bp のオープンリ
ーデイングフレームが認められ，その分子量は87 ， 936 Da であった。




は，塩基配列の結果から得られた分子量87 ， 936 Da とほぽ一致するものであった。次ぎに同精製デキストラナーゼ蛋白




1. S. salivarius 遺伝子ライブラリーを作成し，透明な脱色帯ハローを指標としてデキストラナーゼ、産生株をスクリ
ーニングした。この株よりプラスミド DNA を調整した結果，デキストラナーゼ遺伝子はめnI インサートをもっ4.3
kb DNA フラグメントに含まれていた。
2. 伶nl フラグメントを各種制限酵素にて消化し，マッピングを行った。マップをもとにサプクローニングを行い塩
基配列の決定を行った結果，開始コドン392 bp，ストップコドン2 ， 861 bp に位置する長さ 2 ， 478 bp のオープンリーデ
ィングフレームを認め，分子量は87 ， 936 Da であった。
3. S. salivarius の培養上清からデキストラナーゼ蛋白の精製を行い， 4 %ブルーデキストランを含む10% SDSｭ











この酵素の一次構造が明らかになった。精製蛋白による Optimum pH は5.5 と低いものであったが，麟蝕が発生する
際の pH とほぼ一致するものであり，サリパリウスのデキストラナーゼは麟蝕発生の際に最も有効に働くものと思わ
れた。
本研究により得られた知見は，分子レベルでの歯牙麟触の予防に向けて貴重な情報を与えているもので，学位論文
に値するものと考える。
